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Abstrakt

Prace se zaméfuje na roli proteinu mTORu v invazivité¢ nddorovych bunék. mTOR
(mammalian target of rapamycin) je evolucné konzervovana proteinova kinaza, regulujici
mnoho aspektll zivota buiiky, mimo jiné bunéény rust a proliferaci. V eukaryotické buice se
mTOR vyskytuje ve dvou strukturné i funkéné odlisnych multiprotenovych komplexech.
mTOR komplex 1 reguluje produkci proteinli na urovni transkripce a translace a mTOR
komplex 2 ma vliv na proteiny spojené s aktinovym cytoskeletem. Pfedpokladana role
komplexu 1 v invazivité je regulace exprese extracelularnich proteolytickych enzymn,
proteini angiogenetické kaskddy a Rho/ROCK signalni drahy. Dalsi diskutovand moznost je

vliv na aktinovy cytoskelet aktivaci Rho-proteint a sniZeni fosforylace PKC komplexem 2.

klicova slova: mTOR, PI3K, Akt, invazivita

Abstract

This study focuses on the role of protein mTOR in the invasiveness of transformed cells.
mTOR (mammalian target of rapamycin) is evolutionary highly conserved protein kinase
regulating a plenty of aspects of cell life, e.g. cell growth and proliferation. In the eucaryotic
cell mTOR is found in two structurally and functionally distinct multiprotein complexes.
mTOR complex 1 regulates production of proteins at transcriptionary and translationary levels
and mTOR complex 2 influences the cell shape through proteins associated with actin
cytoskeleton. The proposed role of mTOR in the invasiveness is regulation of the expression
of extracellular proteolytic enzymes, angiogenetic proteins and proteins of Rho/ROCK
signalling pathway through complex 1. Another discussed possibility is the regulation of actin
cytoskeleton through activation of Rho-proteins and modulating PKC by mTOR-complex 2.

This features and their possible contribution to tumour cell invasiveness will be discussed.



SEZNAM ZKRATEK

mTOR
PI3K
MMP
GAP
S6K

mammalian target of rapamycin, Ser/Thr kindza
phosphatidylinositol 3-kindza

metaloproteindza

protein aktivujici GTP-azu

kinaza ribozomalniho S6 proteinu
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UVOoD

Cilem této prace je ozfejmit ulohu proteinu mTOR v invazivité nddorovych bunék.
mTOR (mammalian target of rapamycin) je klicovym regulatorem mnoha signélnich drah
ovlivityjicich pfeziti a rist buitky. Mezi jeho funkce patii kontrola rastu a proliferace,

Pro onkogenni transformaci je vyznamna PI3 kindzova draha, jejiz soucasti je i
mTOR. Aktivovana PI3K umoziiuje aktivacni fosforylaci kindzy Akt a ptes fadu dalSich
a elongacni fazi translace. mTOR komplex 2 pisobi jako Ser-kinaza vuci Akt a fosforylaci
Akt aktivuje.

Cilem préce je nastinéni moznych mechanismu vlivu mTORu na invazivni fenotyp

nadorovych bunck.



1.INVAZIVITA

Nejobavanéjsim aspektem onkogennich onemocnéni je schopnost metastazovat, tzn.
schopnost bun¢k primarniho tumoru vymanit se z ptivodniho tkané, migrovat do okolnich
tkani a krevnim fecistém ¢i lymfatickym systémem a zakladat kolonie na vzdalenych mistech.
Klicovy déj, ktery charakterizuje maligni (metastaticky) tumor, je invazivita- tedy disrupce

adhezivnich mechanismu a pfekonani bariéry extracelularni matrix.

V zévislosti na zplisobu, jakym nadorova buiika mtize ptekonat bariéru extracelularni
matrix, lze rozlisit dva zakladni typy invazivity. Lisi se od sebe jak fenotypem bunck,tak 1

zapojenim rozdilnych signalnich drah a produkci a aktivaci odlisnych proteind.
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Obr. 1: Model améboidni a mesenchymalni invazivity (pfevzato ze stranky laboratofe Tumor Cell

Biology, Cancer Research, UK, www.cancerreaserchuk.org )




Pro mesenchymalni typ invazivity je typicka deregulace signalizace pies integriny a
degradace proteint extracelularni matrix proteolytickymi enzymy metaloproteinazami.
Naopak améboidni typ invazivity pericelularni proteolyzu nevyzaduje, jejim hlavnim rysem je
zapojeni signalizace Rho/ROCK a fosforylace lehkého fetézce myosinu (MLC), vedouci

patrné k vytvoreni dostatecné mechanické sily k pfekonani ECM.

1.1.Améboidni typ invazivity a specifické proteiny

Sahai a Marshall, 2003, definovali dva zpiisoby invazivity nddorovych bun¢k:
mesenchymalni a améboidni. Motilita nddorovych bunék v 3D se u téchto dvou typt
invazivity li§i jak fenotypem bunék, tak i zapojenim riznych signalnich drah a vyuzitim
jinych proteint.

Améboidni typ invazivity je podporovan Rho signalizaci ptes ROCK a nevyzaduje
pericelularni proteolyzu. Podminkou je zfejmé 1 ezrin, lokalizovany ve sméru pohybu ( Sahai
and Marshall, 2003). Ezrin patii spolecné s moesinem a radixinem do skupiny proteinil,
jejichz funketi je pripojeni plasmatické membrany k aktinovému cytoskeletu. Ezrin ma také
diilezitou funkci v interakci mezi buiikami i mezi matrix a bunikou, jeho inhibice vyvolava
zvysSenou motilitu a invazivitu ( Hiscox and Jiang, 1999).

Do Rho rodiny malych GTPaz patii dobie prostudované RhoA, Cdc42 a Racl., znamé
regulatory aktinového cytoskeletu a adhezivnich struktur. Cdc42 a Rac 1 jsou primarné
zodpovédné za formaci protrusivnich struktur, RhoA generuje kontraktilitu zavislou na
myosinu. ( shrnuto v Arthur et a/.,2002). Dtlezitym efektorem Rho-GTPaz jsou Rho-
dependentni Ser/Thr kinazy, které se podili na fosforylaci dalSich efektorii. Rho/ROCK
zavisla fosforylace MLC lokalizovaného u aktin bohatého vybézku invadujici bunky je
schopna generovat dostatecnou mechanickou silu pro piekonani ECM. (Wyckoff et al.,2006)

Carragher et al., 2006 navic demonstrovali na HT1080 fibromasarkomovych bunkach
nezavislost améboidniho typu invazivity na intraceluldrni proteolytické aktivité calpainu 2,
a2pB1 integrinu a autofosforylaci FAK. Naopak, Rho/ ROCK inhibitor Y27632 tyto rysy
mesenchymalni invazivity obnovuje. ( Carragher et al., 2006)

Pokud je pericelularni proteolyza zablokovana, nékteré nadorové bunky jsou schopny zménit
mesenchymadlni model invazivity na améboidni, ktery jim dovoluje invadovat bez degradace

okolni matrix. ( Sahai and Marshall, 2003; Carragher et al., 2006)



1.3.Mesenchymalni invazivita

Hlavnim rysem mesenchymalni invazivity je deregulace integrinové signalizace, jejiz
soucasti jsou i dalsi signalni proteiny jako proteinové i lipidové kinazy a dilezité adaptorové
proteiny. Signalizace skrze integriny mize vést az ke zménam aktinového cytoskeletu a

produkci extraceluldrnich proteolytickych enzymt metaloproteinaz.

Integriny jsou heterodimerni povrchové receptory skladajici se ze dvou
transmembranovych podjednotek, a a B, jejichz kombinace tvofi receptory schopné vazat
rizné proteinové komponenty extracelularni matrix k aktinovému cytoskeletu. Navic tato
vazba aktivuje intracelularni signalni kaskadu, jiz se €astni fada protein tyrosin kinéz a

adaptorovych proteind. ( shrnuto v Christofori,2006)

Obr.2 : Integrinova signalizace a hlavni proteiny s ni spojené ( pfevzato ze stranek Uppsala

Universitet, www.uu.se )

Po stimulaci integrinovych receptorti dochazi k jejich shlukovani a tvorbé specifickych
mist-fokalnich adhezi, kde je bunka ptichycena k substratu. Po dimerizaci receptoru vazbou
ligandu se intracelularni ¢ast sdruzuje s kotvicimi proteiny- talinem, paxillinem a vinculinem.

Na tyto proteiny se pak svou C- koncovou ¢asti vaze nereceptorova proteinova kinaza FAK.
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Jeji seskupovani v misté fokalnich adhezi vede k autofosforylaci na Tyr397 a umoznéni vazby
dalsich efektorti, obsahujicich SH2- domény- mezi n¢ patii dalsi kinazy Src, PTEN ¢i PI(3)K.
Dale je FAK schopna svou polyprolinovou doménou vézat adaptorovy protein Cas nebo PLC-
v. Jednim z moznych naslednych déjii je indukce MAPK/ERK/JNK signalni dréhy a exprese
MMP.

Matrixové metaloprotedzy (MMP) jsou rodina zinek-dependentnich endopeptidaz,
podle substratové specifity a doménové struktury se déli do ¢tyt velkych podskupin.
Primarni mechanismus,kterym MMP pfispivaji k invazivité, je degradace proteint

extracelularni matrix jako napft. kolagen I'V, laminin, proteoglykany apod.
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Obr.3 : Struktura MMP-2 (gelatinasa A) a MMP-9 (gelatinasa B) ( pfevzato z www.sigmaaldrich.com)

Pro invazivitu mesenchymalnich bunék je klicova degradace kolagenu IV gelatinazou A
(MMP-2) a gelatindzou B(MMP-9), kter¢ jsou sekretovany v neaktivni, zymogenni formeé

( shrnuto v Duffy et al.,2000). Piikladem muze byt aktivace gelatindzy A MT1-MMP.
MT1-MMP- aktivni misto a N-koncova doména TIMP-2 mohou asociovat za vzniku
receptoru pro pro-gelatinazu A. Tato vazba dovoluje volné MT1-MMP aktivovat zymogenni
formu gelatinazy A. V nizkych koncentracich TIMP-2 umoziuje aktivaci, ve vysokych

koncentracich ji naopak inhibuje ( Will et al.,1996).
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Nezbytna je také lokalizace téchto protedz do podosomu ¢i invadopodii. Nakahara et
al.,(1996) v experimentu s lidskymi melanomovymi buitkami dolozili, Ze zvySend exprese
membranoveé vazané MT1-MMP aktivuje solubilni MMP-2 (gelatinasa A), avSak po prevenci
lokalizace do invadopodii konkavalinem A nedochazelo k degradaci ECM ¢i invazi

( Nakahara et al.,1996).

U MMP byly popsany i jiné funkce nez pouze degradace ECM. Mohou uvoliovat aktivni

rustové a angiogenni faktory, $tépit receptory ristovych faktort a;.
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1.3.Specifické struktury

Zminéné proteiny souvisejici s invazivitou se ¢asto shlukuji do specifickych
adhezivnich struktur. Zde jsou probirany piibuzné povrchové struktury podosomy a
invadopodia. V literatufe jsou ob¢ struktury rozliSeny jen vagne, autofi se v jejich
charakterizaci piesn¢ neshoduji.

Podosomy jsou vysoce dynamické adhezivni struktury pozorované hlavné u
makrofagl, osteoklastii,bunék hladkého svalstva, ale také u bunék transformovanych.
Zakladni charakteristiky jsou: (1) formace v misté kontaktu buniky se substratem

(2) stfed struktury bohaty na F-aktin, obklopeny

prstencem obsahujicim proteiny jako vinculin a talin

(3) primér 0,5 um, dynamické sestavovani nevyzadujici

de novo syntézu proteintl .
Podle téchto kritérii mohou byt podosomy odliSeny od podobnych struktur, jako fokalni
adheze nebo invadopodia (odlisna organizace) (shrnuto v Linder and Aepfelbacher, 2003).
VSMC (vascular smooth muscle cells) po oplisobeni forbol esterem resorbuji komponenty
extracelularni matrix v misté podosomu a jeho tvorba pozitivné koreluje se zvySenim motility
i polarizace na fibronektinovém substratu. Zmeéna fenotypu je doprovazena zménou
aktinového cytoskeletu a zvySenou produkci a sekreci MMP (Burgstaller and Gimona, 2004).

Invadopodia jsou dal$i velmi piibuzné povrchové struktury typické pro invazivni
buiiky, jejich hlavnimi rysy je dynamicka motilita spole¢né s adhezi a degradaci extracelularni
matrix. Mezi dalezité biochemické vlastnosti patfi lokalizace onkogenni varianty Src, vysoky
stupeni asociace talin-f1 integrinu s extraceluldrni matrix, zvysena tyrosinova fosforylace
skupiny proteint a lokalizace metaloproteinaz jako MMP-2, sepraza a MT1-MMP
( Nakahara et al., 1997)
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2. PROTEIN mTOR

mTOR ( mammalian target of rapamycin; ¢asto také RAFT, FRAP ¢i RAPT1) je
klicovy regulator bunécného riistu a proliferace jako odpovédi na energeticky stav, ziviny,
rustové faktory a osmoticky stres. Mezi bunééné déje, které mTOR signalni draha ovlivigje,

.....

transkripce mnoha enzymu a také biosyntéza ribozomii.

2.1.Struktura

mTOR je 289 kDa Ser / Thr kindza , jeho C-koncovy region sdili vysokou homologii
s katalytickou doménou phosphatidylinositol 3- kinazy ( PI3K). Diky této homologii je fazen
do rodiny PI3K ptibuznych kindz. Enzymy z této kinazové rodiny pifes svou homologii
s lipidovymi kindzami nevykazuji zadnou lipidovou kindzovou aktivitu a vSechny jsou
vyluéné proteinové kinazy.(Schmelzle et al.,2000,Fry et al.,2001)
Ke katalytické doméné¢ je ptipojena FRB (FKBP- rapamycin binding) doména, dilezita pro
inhibici funkce mTORu. Na ni navazuje FAT doména, jejiz funkce neni zcela objasnéna.
Blize N- konci se vyskytuje 20 tandemové se opakujicich HEAT motivi, zprostfedkujicich
protein- protein interakce.Na uplném C- konci protein obsahuje kratkou FATC doménu. Tato

doména se objevuje pouze v kombinaci s FAT doménou a mize byt nezbytna pro

katalytickou funkci.
kinase
domain
! SN e
. AT domain | | -j
HEAT repeats FRB FATC

Obr.4 : Struktura mTORu (pfevzato z Schmelzle et al.,2000)
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V buiice se mTOR vyskytuje ve dvou strukturné i funkéné odliSnych multipro-
teinovych komplexech. Lépe popsanym je rapamycin-sensitivni komplex mTORCI,
skladajici se z proteintt mLST8/GBL ( G-protein B-subunit-like protein) a raptor. Rapamycin
nesensitivni komplex mTORC?2 je tvotfen také mTOR a GBL, ale misto raptoru obsahuje
protein rictor (rapamycin insensitive companion of mTOR). Raptor, rictor a GBL obsahuji,
stejné jako mTOR, repetetivni sekvence HEAT a WD40, Gi€astnici se protein-proteinovych
interakci (shrnuto v Sarbassov et al., 2005; Reiling and Sabatini, 2006). mTORC?2 je tradi¢né
pokladéan za rapamycin-nesensitivni, avSak teprve v nedavné studii Sarbassov et al. dokézali,
ze delsi ( vice nez 24 h) plisobeni rapamycinu mtiZze narusit skladani a funkei rictorového
komplexu blokaci nové syntetizovanych molekul mTORu ( Sarbassov et al., 2006).
Intracelularné jsou oba komplexy v dynamické rovnovaze, pokles rictor-mTOR koreluje se

vzestupem raptor-mTOR komplexu.(Sarbassov et al.,2004)
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2.2. Inhibitory

Pro vyzkum i klinické vyuziti jsou podstatné nékteré inhibitory kindzové aktivity
mTORu. Patfi mezi n¢ rapamycin, ktery je vysoce specificky pro mTOR, a wortmannin
s LY294002, inhibujici aktivitu PI3- piibuznych kinaz. V Siroké fad¢ experimentalnich
tumorti, mj.lymphomt nebo rhabdomyosarkomtl, maji tyto inhibitory antiproliferativni

ucinek.

Imunosupresant rapamycin je lipofilni makrolid, ptivodné izolovany z bakterie
Streptomyces hygroscopicus, vyskytujici se na Velikono¢nich ostrovech . Jeho

farmakologicky ucinek je zavisly na vazbé intracelularni receptor FKBP12 ( FK506-binding
protein, mol. velikost 12 kDa) . Tento komplex se specificky vaze na FRB doménu mTORu a
tim inhibuje jeho kindzovou aktivitu (Brunn ef al.; 1996, Carraway et al.;2004; Raught et
al.;2001; ).. Jeho nizka rozpustnost ve vod¢ a chemicka stabilita limituje jeho klinické vyuziti
pii 1é€bé rakoviny. Zaroven byly vyvinuty rapamycinové analogy s lepSimi farmaceutickymi
charakteristikami, napt. CCL-779, RAD 001 nebo AP23573. (Carraway et al.; 2004).

Dalsi inhibitory ptisobici na kindzovou aktivitu mTOR jsou strukturné neptibuzné
PI(3)K-inhibitory wortmannin a LY294002.Wortmannin vykazuje inhibi¢ni u¢inek na serin-
specifickou autokindzovou aktivitu v submikromolarnich koncentracich a pouze
v nepiitomnosti DTT.

LY294002 efektivné ptsobi na katalytickou doménu mTORu v koncentracich, které jsou

obdobné pro inhibici sav¢ich PI(3)-kindz.(Brunn ef al.,1996)
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2.3. PI3K/ Akt/ mTORC1 signalizace

Pro onkogenni transformaci bunék je kli¢ova drdha phosphatidylinositol 3-kinazy,
poskytujici buiice signély pro preziti. Této drahy se dale ucastni kindza Akt, ktera pies
komplex tumor supresorovych proteintit TSC1/TSC2 ovliviuje aktivitu mTOR komplexu 1.

Znamymi substraty mTORCI1 jsou S6 kindza a 4E- vazebny protein, ucastnici se translace.

Phosphatidylinositol 3-kindza byla poprvé identifikovana v 80.letech jako lipidova
kinaza asociovana s nékterymi onkogennimi produkty, mj.v-Src. PI3K tfidy I je ¢asto
sdruzovana s receptory rastovych faktori a také s PTK (protein tyrosin kinazy) ¢i RTK,IRS,
na jejichZ aktivovane formy se vadze dvémi SH2 doménami p85 podjednotky (shrnuto
v Fry,2001;Shaw et Cantley,2006) Jako ptiklad efektorového receptoru této kindzy lze uvést
erbB-2 (typ I RTK). Jeho nadprodukce v lidskych buiikach prsniho epitelu se projevuje
transformovanym fenotypem, zahrnujicim nezavislost na rustovych faktorech, rist nezavisly
na ukotveni, motilitu a invazivitu. Tyto zmény vyvolava neptetrzita aktivace katalytické
podjednotky PI(3)-kinazy a aktivace jejich efektort (Ignatoski et al.,2003).

Jinym ptikladem efektoru miize byt v-Crk, jenZ mlize napodobovat integrinové signaly i
v ptipadé nepfitomnosti bunécné adheze k extracelularni matrix (Akagi et al.,2002).
p110 katalyticka podjednotka je schopna fosforylovat D3 pozici inositolového kruhu
membranového lipidu PI-4,5-P2 a vytvaret PtdIns(3,4,5,)P3, membranové vazany druhy
posel ptisobici na dalsi signalni proteiny jejich membranovou lokalizaci pfes PH doménu

(shrnuto v Shaw and Cantley,2006).

Class [A PI3K

Obr.5 : Aktivace PI3K a tvorba PtdIns(3,4,5)P3 (pfevzato z Vanhaesebroeck et al.,2006)
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Nejznaméjsim a nejlépe charakterizovanym proteinem obsahujicim PH d

Ser/ Thr kindza AKT (PKB), ¢asto amplifikovana v fad¢ lidskych rakovinnych

oménu je

onemocnénich. Kindza navazéna na PtdIns(3,4,5,)P3 je aktivovdna PDK1 a PDK2 fosforylaci

tyrosinu 308 a serinu 473. Dominantné negativni mutant interferuje s transformaci virovou

PI(3)-kinazou, coz ukazuje na fakt, ze onkogenni signaly jdouci ptes PI(3)K jsou vedeny pres
AKT a membranove lokalizovana AKT se zvySenou kinazovou aktivitou je nezbytna pro

PI(3)K onkogenezi.(Aoki et al.,1998). Aktivovand AKT fosforyluje tuberin (TSC2 produkt),

¢imz ho inhibuje (Manning ef al.,2002).
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Mutace TSC1 (hamartin) ¢i TSC2 (tuberin) tumor supresorovych proteinti zptisobuje
dédicné onemocnéni tuberous sclerosis komplex ( v zavislosti na kontextu se TSC uziva jako
oznaceni choroby ¢i genu ), vyznacujici se tvorbou benignich, vysoce vaskularizovanych
nadort. Tuberin/ hamartin heterodimer vykazuje GAP aktivitu vii¢i Rhebu (Tee ef al.,2002),
pro jeho inaktivaci je nezbytna C- koncova katalytickda GAP doména.

Rheb (Ras homolog enriched in brain) je maly G- protein pfibuzny s Ras podrodinou.
Farnesylovany GTP-Rheb ptisobi aktivacné na mTOR signalizaci, zvySuje fosforylaci S6K a
4EBP-1 zptsobem nezavislym na PI(3)K, tzn. je pfimym efektorem mTORu. Neni znamy
piesny mechanismus této regulace, je mozné, ze se Rheb nevaze ptimo na mTOR, ale na
néktery z proteind s nim interagujicich (shrnuto v Inoki et al.,2005).

mTOR ovliviiuje bunéény rust, resp.proteosyntézu, prevazné pres dva vzajemné
nezavislé substraty : S6K a 4E-BP1 ( v literatufe uvadén také jako PHAS-1).
Ribozomalni S6K se vyskytuje v eukaryotické buiice ve dvou variantach: S6K1 a S6K2.
Reguluje translaci skupiny mRNA s 5" koncovymi oligopyrimidiny (5 "TOP)-tj. mRNA
kédujici veétSinou ribozomalni proteiny a také mRNA kodujici dalsi komponenty translacniho
aparatu (shrnuto v Raught et al.,2001).
Hannah et al. ukazali, Ze ke stimulaci ribozomalni DNA je tieba fosforylované S6K1 a tato
stimulace je zprostfedkovana fosforylaci C- koncové aktivaéni domény transkripcniho faktoru

UBF ( Hannah et a/.,2003).

Hypofosforylovany 4E-BP1 ptisobi jako represor iniciace translace vazbou na
eukaryoticky inicia¢ni faktor 4E. Fosforylace mTORem zpusobuje jeho uvolnéni a umoziuje
elF4e zavislou iniciaci translace (shrnuto v Inoki et al.,2005).

Specificky motiv TOS, nalezeny jak u S6K a 4E-BP1, zprosttedkovava jejich pfimou vazbu
k raptoru, ktery je soucasti mTOR komplexu 1.
mTORCI1-dependentni translace kontroluje expresi mnoha kli¢ovych regulétor bunééného

rustu- napt. HIF-1a .
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V souvislosti s raptor-mTOR signalizaci je na misté jesté zminit fosfolipazu D, ktera
stejné jako PI(3)K poskytuje transformovanym bunikam signaly k pfeziti a zaroven je spojena
s bunéénymi procesy vedoucimi k bunééné migraci. Zheng et al. na MDA-MB-231 lidskych
rakovinnych buiikach navrhli model, kde schopnost metastazovat je sou¢ésti programu pro
podminek. Potlaceni apoptdzy vyvolané PLD a zvySena migrace a invazivita se realizuje

skrze mTOR (Zheng et al.,2006).
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2.4.mTORC?2 signalizace

Popis PI3K-drahy se zabyva raptor-mTOR komplexem. Druhy, teprve nedavno
objeveny komplex neni zcela jasné funkéné€ charakterizovan, pravdépodobné aktivacné

fosforyluje Akt a také reguluje aktinovy cytoskelet.

Rictor-mTOR komplex hraje esencialni roli v aktivaci Akt fosforylaci jejiho
hydrofébniho motivu, konkrétné serinu 473 (Hresko et al.,2005;Sarbassov et al,2004).
mTOR-kindzov¢ inhibitory LY294002 a wortmannin blokuji tuto fosforylaci, jak
demonstrovali Sarbassov et al.(Sarbassov et al,2004).

Stejna studie dokazuje mTORC2-zavislé sniZeni fosforylace protein kindzy C a (PKCoa) a
regulaci aktinového cytoskeletu. Naproti tomu tento komplex nema vliv na velikost bunék ¢i

fosforylaci S6K (Sarbassov ef al.,2004).
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3. Role mTOR v invazivité

Otazkou zistava, jakym zplisobem signalizace pres mTOR pfispiva k invazivnimu
fenotypu bun¢k.Mnohé¢ indicie naznacuji, ze mTOR rapamycin sensitivni komplex jako
soucast PI3K/ Akt drahy reguluje na transla¢ni urovni produkci proteolytickych enzymi a
proteini angiogenetické kaskady. Mimoto také kontroluje expresi Rho-proteind, souvisejicich
s aktinovym cytoskeletem. Dal§im pfedpokladem invazivity miize byt také kontrola
buné¢ného tvaru a motility rapamycin nesensitivnim mTOR komplexem.Tento komplex
pravdépodobné reguluje polymeraci aktinu skrze Rho-GTPazy a PKCa.

Pochopeni téchto souvislosti a funkce mTORu a jeho efektoru je nezbytné pro mozné klinické

vyuziti cilené terapie.
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3.1.Regulace exprese proteolytickych enzymi

Jednim z dileZitych rysii invazivity mesenchymalnich buné¢k je zvySena produkce
extracelularnich proteolytickych enzymt, metaloproteinaz, které naruSuji okolni ECM a
umoznuji buiikéach uvolnit se z ptivodni tkan€ a migrovat do okolniho prostiedi. Pokusy

s rapamycinem indikuji vliv mTOR na produkci téchto enzymii.

Rapamycin je specificky inhibitor mTOR komplexu 1 a po delsi dob¢ ptsobeni
pravdépodobné zabranuje i skladani komplexu 2. Jeho pouzitim lze tedy dokézat vliv
mTORu . Heimberger et al. (2005) testovali piisobeni rapamycinu na gliomové bunécéné linie.
Po 24 h plsobeni rapamycinu byla u vSech linii zji$t€na prokazateln& nizsi produkce VEGF.
Po 48 h doslo ke snizeni exprese MT1-MMP a dalSich proteaz-MMP-2 a MMP-9
(Heimberger et al.,2005).

Syntéza a funkce MMP-2 je regulovana na mnoha urovnich- aktivace transkripce,
posttranskripéni Gpravy a také regulace proteolytické aktivity membranovymi MMP a
endogennimi TIMP. MMP-2 je sekretovana jako 72-kDa zymogen a je aktivovana
proteolytickym Stépenim MT1-MMP. Moznym regulatorem syntézy a aktivity této proteazy
je typ 1 insulin-like growth factor receptor. Vysledek aktivace je zavisly na riznych
faktorech, jako napt.dostupnost ligandu a zesileni signdlu mtze probihat ptes dvé hlavni
signalni drahy: PI(3)K/ Akt / mTOR aktivuje MMP-2 promotor a zvySuje proteinovou
syntézu, naopak Raf/ MEK/ ERK ji snizuje (Zhang et al.,2004). Mimoto IGF-IR kontroluje
invazi nddorovych bun¢k regulaci exprese MT1-MMP. MT1-MMP aktivace a invaze byla
inhibovana LY294002, wortmanninem a rapamycinem, coz ukazuje na kritickou roli PI(3)K/

Akt/ mTOR dréhy v této regulaci (Zhang and Brodt,2003).
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Obr.5 : Schéma kontroly translace a transkripce MMP-2 (pfevzato z Zhang and Brodt, 2003)

Dalsi prace na téma produkce metaloproteinaz se zabyvaji hlavné roli Akt. Akt je
efektor mMTOR-komplexu 1 a svou ¢innosti tento komplex aktivuje.

Park et al.,2001 se zaméfili na roli Aktl v bunééné motilit€ a invazivité. Aktl u
mysich epitelidlnich bunék zvySovala expresi MMP-2, pravdépodobné kontrolou na trovni
transkripce. Studie se nezabyva roli mMTORu v této indukci invazity, vzhledem ke zmiflované
aktivaci mTORu touto kinazu ji 1ze ptedpokladat (Park et al., 2001)

Obdobna studie Suzuki et al.,2004 se zabyva vlivem Akt na ARKS, patfici do rodiny
AMPK, a jeho moznym vyznamem v metastatické aktivit¢ nddorovych bun¢k.

U bunék nadprodukujicich ARKS byl ve srovnani s kontrolou zjistén vyssi obsah aktivnich
forem MMP-2 a MMP-9 v médiu. Mnozstvi MMP-9 bylo navic zvySeno vystavenim téchto

bunék IGF-1. Aktivace obou metalloproteinaz timto ristovym faktorem byla inhibovana
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LY294002, coz ukazuje na roli PI(3)K/ Akt. Tyto buiiky také exprimovaly vys$si mnozstvi
MTI1-MMP, zvysend produkce byla potlacena rapamycinem. ARKS pravdépodobné reguluje
expresi na translaéni urovni fosforylaci mTORu. (Suzuki et al.,2004)

Z téchto poznatki lze vyvodit,ze mTOR prokazatelné ovlivituje produkci MMP, a to

nejspise na trovni translace.
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3.2 Angiogeneze

Dulezitym ptedpokladem jak pro preziti tak i riist bun€k je dostupnost Zivin, ristovych
faktort a kysliku. mMTOR ma nejspiSe zasadni tlohu ve stresovych odpovédich na nedostatek
téchto faktord. Jednim z moznych zptisobt, jak zajistit dostate¢né zasobeni bunék, je
produkce proteint Gcastnicich se angiogeneze, tj. tvorby novych kapilar. Mezi proteiny

angiogenetické kaskady patii napt. HIF aVEGF.

Nedostatek kysliku zptisobuje zvysenou expresi aktivniho transkripéniho faktoru
HIF1, ktery stimuluje transkripci nékolika geni, u€astnicich se angiogenese, jako VEGF
(vascular endothelial growth factor) a VEGF-receptor. V normalni tkani dobte zdsobené
kyslikem je hladina HIF1 udrZzovéana na nizké urovni nepfetrzitou ubiquitinylaci. Tento proces
vyzaduje produkt dal§iho genu, jenz je defektni ve vzdcném von Hippel-Lindau syndromu.
Vysledkem zvysené produkce HIF1 a nasledné VEGF pii tomto onemocnéni dochazi k tvorbé

vysoce vaskularizovanych nadori hemangioblastom..

Zvysena exprese VEGF v nadorech je spojena se zvySenou angiogenezi, proliferaci a
metastatickou aktivitou. Bachelder et al., 2002 dokazali, ze VEGF je autokrinni faktor
nezbytny pro pieziti metastatickych bunék rakoviny prsu MDA-MB-231 a je kriticky pro
jejich invazivitu. Inhibice VEGF anti-sense oligonukleotidem prokazatelné snizuje jejich
schopnost invadovat Matrigel, tato schopnost je obnovena pfidanim rekombinantniho VEGF

(Bachelder et al., 2002).

Experiment Brugarolas et al.,2003 doklada funkci TSC2 v regulaci produkce VEGF
pres mTOR zévislou i nezavislou drahu. Ztrata ¢i inaktivace TSC2 v mysich embryondlnich
fibroblastech v nepiiznivych podminkach (nizka koncentrace séra, prodlouzena hypoxie)
vedla k hromadéni HIF-1a a expresi odpovidajicich proteinti. Jak bylo zminéno vyse, TSC2
inhibuje mTORCI. Pfi nedostatku ristovych faktort tato inhibice vede k hromadéni
nefosforylované S(6)K. V buiikéch s inaktivovanym TSC2 deprivace séra nezabrani
fosforylaci S(6)K a zaroven dochazi k akumulaci HIF-1a, coz ukazuje na moznou regulaci
tohoto faktoru pies mTOR. Také piisobeni rapamycinu snizuje mnozstvi HIF-1a, jehoz

akumulace v TSC2-null buiikdch souvisi s neodpovidajici aktivaci ( €1 presnéji absenci

inhibice) mTORCI.
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Stejny Gcéinek rapamycinu potvrdil Heimberger et al.,2004 na gliomovych bunécnych
liniich. Rapamycin snizuje produkci VEGF in vitro 1 in vivo, jak doklada 1écba subkutanniho
U-87 tumoru. (Heimberger ef al.,2004)

mTOR tedy umoziuje dostupnost ristovych faktort, zivin a kysliku regulaci exprese

proteinti angiogenetické kaskady.
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3.3 Aktinovy cytoskelet

mTOR se v butice vyskytuje ve odliSnych multiproteinovych komplexech, které se
ucastni rozdilnych signalnich drah a ovliviiuji jiné bunééné funkce. mTORCI se ukazuje byt
regulatorem exprese proteinti, avSak funkce teprve neddvno objeveného mTORC2 neni zcela
objasnéna. Moznym mechanismem, jakym mTOR pfispiva k invazivité nddorovych bungk,
mize byt regulace aktinového cytoskeletu., které se mohou ucastnit oba komplexy, jak
komplex 1 vlivem na expresi proteintt Rho/ROCK drahy, tak i komplex 2 vlivem na aktivitu

proteini spojenych s regulaci tvaru bunky.

Vzhledem k tomu, ze kvasinkovy homolog sav¢iho komplexu 2 reguluje polarizaci
aktinového cytoskeletu, rozhodli se Jacinto et al.,2004 provétit podobnou funkci u rictor-
mTOR.Jaké faktory ovladaji mTORC2, neni zcela jasné. Ristové faktory, aminokyseliny a
insulin pfidané do media indukuji polymeraci aktinu a tvorbu stresovych vlaken rapamycin
nesensitivnim zpsobem, coZ ukazuje na kontrolu aktinového cytoskeletu mTORem,
konkrétné¢ signalizaci ptes rictor-komplex.

Mozné faktory, které tento komplex ovliviiuje, jsou malé RhoGTPazy. Aktivovany
Rac nebo Rho potlacuji defekt polymerace aktinu vznikly neptitomnosti mTORC2. Dale byl
pozorovan 20-30% ubytek aktivniho GTP-Racl v bunikach transfekovanych mTOR- nebo
rictor-siRNA.

Knock-down mTORC?2 zabranuje také fosforylaci paxillinu a moznému sestaveni fokalnich
adhezi.(Jacinto et al.,2004) Tyto vysledky tedy ukazuji na moznou regulaci bunééného
cytoskeletu a adheze, neni vSak jasné, jaké efektory mTORC?2 ovlada. Nabizi se feSeni, ze
tento komplex signalizuje skrze RhoGTPazy aktivaci jednoho ¢i vice Rho-GEF.

Dalsi popsany mechanismus je fosforylace PKCa. SniZeni exprese rictoru pouzitim si-
RNA vedlo ke sniZeni fosforylace této kinazy a také k omezeni jeji kindzové aktivity. PKCa
se ucastni mnoha procest jako potlaceni apoptdzy,kontrola bunééného cyklu a regulace tvaru
a motility buniky.V pokusu s buitkami s knockdownovanym rictorem a PKCa buniky vykazuji
obdobnou stavbu aktinového cytoskeletu. Zda se, ze PKCa je hlavnim zprostiedkovatelem

mTORC?2 funkce (Sarbassov et al.,2004).
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Jiné studie dokladaji pisobeni rapamycin-sensitivniho komplexu na Rho/ROCK
drahu. V piipadé¢ transplantace jaterniho $tépu u krysiho modelu rapamycin potlacoval expresi
aktinu hladké svaloviny, mnoZstvi mRNA a exprese Rho a ROCK1 byla sniZena 48 h po
transplantaci, stejnym zpisobem byla sniZzena i exprese VEGF. (Man et al.,2006)

U makrofagi signalizace skrze P-selectin glykoprotein ligand-1/Akt/mTOR reguluje syntézu
ROCKI1. Zvysené nasedani ribozémil je rapamycin sensitivni, inhibice mTORu ma za
nasledek inhibice exprese ROCK1 (Fox ef al.,2007).

Tyto prace dokladaji vliv mTOR komplexu 1 i 2 na proteiny spojené s aktinovym
cytoskeletem. Kontrola téchto proteinu pfes mTOR se pravdépodobn¢ odehrava na urovni

kontroly exprese a aktivace.
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4.ZAVER

Zminéné studie naznacuji mozny vliv signalizace pfes mTOR pro invazivitu
nadorovych bunék pies fadu dalSich efektorti. PI3K/ Akt/ mTOR dréha kontroluje expresi
metaloproteinaz pravdépodobné na transla¢ni urovni aktiva¢ni fosforylaci mTORu. Tyto
proteinazy umoziuji pericelularni degradaci proteini ECM a invazi nadorovych bunék do
okoli.

V ramci stresové odpovedi na osmoticky stres a nedostatek zivin a riistovych faktort mTOR
zvysuje expresi proteinti angiogenetické kaskady, coz in vivo vede ke tvorbé novych kapilar a
lepSimu zasobeni tkan€. Procesu angiogeneze se nepiimo ucastni také MMP.

mTOR se tedy zda byt soucasti programu pro pteziti v nepfiznivych podminkéch, a to
umoznénim invaze a migrace do okoli i zajiSténim potiebného zasobeni ristovymi faktory a
zivinami. Dal§im aspektem invazivity je zména tvaru burky a ztrata kontaktni inhibice, tj.
nezavislost na bunécné adhezi. Na aktinovy cytoskelet buitky ma pravdépodobné vliv
rapamycin nesensitivni komplex mTORu, jeho funkce a efektory vsak nejsou detailné
objasnény. Polymeraci aktinu pravdépodobné reguluje pfes Rho-GTPazy a PKCoa. ZvySena
fosforylace této kinazy mTORem mé za nasledek remodelaci aktinového cytoskeletu.

Pro klinické vyuziti je dulezita charakterizace funkce mTORu i poznani jeho efektora.
Na zaklad¢é dosavadnich poznatkt 1ze hypotetizovat, ze by se v budoucnu mohla uplatiovat
cilend kombinovana terapie zamétend jak mTOR, tak i1 na konkrétni proteiny, které reguluje.
Tento postup se osveéd¢il naptiklad u metastazujicich nadorti ledvin, kde byly inhibovany jak

mTOR, tak i VEGF a VEGFR. Tento zpiisob terapie je ve fazi ranych klinickych testt.
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